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Caco‐2 monolayers in vitro. 
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It has been hypothesized that the peripheral insulin resistance associated with type 2 diabetes may 
result  from systemic inflammation triggered by substances/toxins/microbiota crossing a disrupted  
intestinal epithelial barrier. However, the mechanisms underlying this process and the involvement of 
tight junctions (TJ) and their constitutive proteins are still unclear. In the present study, we investigated 
the in vitro effect of exposure to luminal content of small intestinal isolated from prediabetic mice fed a 
HF diet (HFD) or from those fed a chow diet in TJ‐mediated paracellular barrier using the human colon 
adenocarcinoma cell line Caco‐2. After 60d HFD‐exposure, the mice became obese and prediabetics. The 
assessment of gut barrier structure in these animals by immunofluorescence of Claudin 1 showed a 
significant decrease in the junctional content of this TJ protein in the intestinal epithelia after HFD 
exposure, indicative of impairment of the intestinal epithelial barrier. The luminal contents of the small 
intestine of prediabetic (HFLc) and control mice (CLc) were obtained by washing with sterile Krebs buffer 
(15mL) and added to apical and basal surface of cultured Caco‐2 monolayers. After 6h and up to 24h, 
monolayers exposed to HFLc showed significant decrease in transepithelial electrical resistance as 
compared to CLc and monolayers exposed to Krebs solution only (Ctrl). Luminal gut suspension also 
induced an increase in epithelial paracellular permeability (Pp) of the extracelular marker, phenol red 
(P<0.01), when compared to Ctrl monolayers; this increase in Pp was greater in HFLc in comparison with 
CLc‐exposed monolayers (P<0.001). Immunocytochemistry analyses showed significant decrease in the 
junctional content of the TJ protein Claudin‐1 (P<0.0001 HFLc vs CLc and Ctrl), Occludin (P<0.0001 for 
HFLc vs CLc and Ctrl) and ZO‐1 (P<0.05, for both CLc and HFLc vs Ctrl) after cell exposure to luminal gut 
content. In conclusion, these results suggest that HF diet may disturb small intestinal luminal 
environment  that in turn modulates epithelial barrier function and induces changes in TJ structure of 
Caco‐2 monolayers. This research was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee 
(CEUA/UNICAMP #3040‐1) and financially supported by FAPESP/Brazil (Grants #2015/25442‐1 and 
2013/15767‐0). 
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Epithelial tissues separate body compartments from each other everywhere in the body and are a site 
for many diseases, such as celiac disease and age‐related macular degeneration. Tight junctions (TJs) are 
dynamic structures and essential for epithelial physiology and barrier formation. TJs are generally 
characterized by molecular permeability and transepithelial resistance (TER). TJs appear as a network of 
anastomosing strands between two cells and there are two pathways for ions and small molecules 
through the TJs: the pore and leak pathways. The former is thought to be formed by small pores in the 
